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INTRODUZIONE 
La taskforce dell’European Respiratory Society (ERS) sulla diagnosi e 
la gestione dei disturbi respiratori del sonno nell’infanzia ha definito il 
disturbo ostruttivo respiratori nel sonno come una sindrome 
disfunzionale delle alte vie aeree durante il sonno, caratterizzato da 
russamento e/o aumentato lavoro respiratorio secondario ad aumentata 
resistenza delle alte vie aeree e collassabilità del faringe [1]. Tutto ciò 
può esitare in ipossia, ipercapnia, aumento del lavoro respiratorio, 
aumento della pressione intratoracica e frammentazione del sonno. Lo 
spettro clinico dei disturbi respiratori nel sonno in età pediatrica in 
ordine crescente di gravità comprende: 
 (1) Russamento primario, la manifestazione prevalente, che è definite 
come russamento abituale per più di tre notti per settimana senza 
apnee, ipopnea, frequenti arousal o alterazione degli scambi gassosi. 
La prevalenza di questa condizione nella popolazione è di 7.45%  [2-
4]. 
(2) Sindrome della resistenza delle alte vie aeree (UARS) è 
caratterizzata da russamento, aumento del lavoro respiratorio e 
frequenti arousal, senza eventi ostruttivi riconoscibili o anormalità 
degli scambi gassosi 
 (3) Ipoventilazione ostruttiva è caratterizzata da russamento associate 
ad aumento della pCO2 in assenza di eventi ostruttivi riconoscibili 
 (4) Sindrome delle apnee ostruttive nel sonno (OSAS) che si 
manifesta con ricorrenti episodi di parziale o completa ostruzione 
delle alte vie aeree con desaturazioni ed alterazioni della ventilazione 
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e del sonno. La prevalenza di questa condizione nella popolazione è 
riportata tra 1% e 5% [4-5]. 
OSAS è un comune problema di sanità pubblica e i bambini che 
possono risultare a rischio di sviluppare tale condizione devono essere 
identificati, studiati e trattati precocemente in quanto studi sia sugli 
adulti che su modelli animali hanno evidenziato come l’ipossia 
intermitettente e/o la frammentazione del sonno esitano 
nell’attivazione di pathways che inducono comorbidità 
cardiovascolari, neurocognitive e metaboliche. Tali consequenze 
sistemiche interessano non solo l’età pediatrica ma possono perdurare 
anche nelle successive età. Sebbene le eziologie delle OSAS in età 
pediatrica siano multiple, possono essere classificate in condizioni che 
esitano in un’intrinseca riduzione di calibro delle alte vie aeree e che 
determina un’aumenta tendenza al collasso delle stesse. L’ipertrofia 
adenotonsillare è l’esempio più comune di queste condizioni. Studi 
radiologici basati sull’utilizzo della tecnica di risonanza magnetica 
hanno dimostrato che il calibro delle  adenoidi e delle tonsille in 
bambini con OSAS risulti significativamente aumentato rispetto ai 
controlli sani [6]. Le cause dell’ipertrofia del tessuto linfoide in questa 
sede non sono ancora del tutto comprese. Altre condizioni che 
favoriscono la comparsa di OSAS sono la micrognazia, la 
macroglossia, l’ipoplasia del massiccio facciale, caratteristiche che 
risultano essere espressioni fenotiche di diverse sindromi (Treacher 
Collins syndrome, Crouzon syndrome, Apert syndrome, Pierre Robin 
sequence), achondroplasia, trisomia 21, Beckwith Wiedemann 
syndrome, and mucopolisaccaridosi. L’aumento della tendenza al 
  6 
collasso delle alte vie aeree può essere causata sia da condizioni 
caratterizzata da un diminuito tono muscolare nella alte vie aeree, 
come la paralisi cerebrale, disturbi neuromuscolari, che da condizioni 
infiammatorie che affliggono le alte vie aeree come la rinite allergica 
o l’asma. Sebbene l’obesità sia un fattore di rischio meno importante 
che nell’adulto, i disturbi respiratori nel sonno e le OSAS risultano 
essere 2-3 volte più frequenti nel pazienti obesi rispetto ai controlli 
sani [7]. Dal punto di vista clinico OSAS è caratterizzata in età 
pediatrica da russamento notturno abituale, inteso come presente per 
più di tre notti alla settimana; associato ad altri segni e sintomi sia 
diurni che notturni quali la respirazione orale persistente, le difficolta 
all’addormentamento e l’assunzione di posizioni atipiche durante il 
sonno allo scopo di ridurre l’ostruzione percepita a livello delle vie 
aeree superiori. Durante le ore diurne i piccoli pazienti affetti da 
OSAS sono spesso iperattivi, irritabili; possono presentare disturbi 
neurocomportamentali in grado di influire negativamente sul 
rendimento scolastico e sulle capacita relazionali. OSAS sono inoltre 
associate a ritardo di crescita, ipertensione, disturbi cardiaci. Le 
possibili alterazione della crescita non sono state ancora del tutto 
spiegate, tuttavia è opinione diffusa che possano essere determinate da  
difficolta di alimentazione secondaria all’ipertrofia adenotonsillare, 
aumento dell’attività metabolica per lo sforzo respiratorio durante il 
sonno, e da un’alterazione della regolazione ormonale con riduzione 
della secrezione notturna dell’ormone della crescita e del fattore di 
crescita insulino-simile. Una percentuale variabile tra il 13 e il 20% 
della popolazione con OSAS presenta sonnolenza diurna, associata a 
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ad agitazione diurna e iperattivita e disattenzione, sintomi che mimano 
una sindrome da ADHD, presente in comorbidita in circa il 30% dei 
bambini affetti da OSAS severa. Le complicanze cardiovascolari 
hanno un impatto sia immediato sulla salute del bambino sia sulla 
prognosi a distanza: sono numerosi gli studi che hanno riportato nei 
bambini con OSAS un aumento della pressione arteriosa, ipertensione 
polmonare con cuore polmonare, ipertrofia del ventricolo sinistro con 
conseguente disfunzione ventricolare, aritmie, aterosclerosi, malattia 
coronarica precoce, in associazione a un aumento della risposta rapida 
all’insulina, dislipidemia, e disfunzione endoteliale, con aumento del 
rischio cardiovascolare. Pochi studi hanno studiato il coinvolgimento 
del sistema nervoso autonomo ed hanno evidenziato un aumento della 
pressione diastolica sia in veglia che in sonno e un aumento 
dell’attività del sistema nervoso simpatico. La diagnosi di OSAS in 
età pediatrica si basa sulla valutazione dei dati clinico-anamnestici e 
sull’esecuzione di esami strumentali tra i quali il gold-standard è la 
polisonnografia, permettendo una valutazione oggettiva e quantitativa  
dei disturbi ventilatori e delle alterazioni del sonno. 
l’adenotonsillectomia (AT) come trattamento primario delle OSAS in 
età pediatrica, essendo l’ipertrofia adenotonsillare il principale fattore 
patogenetico associato alla comparsa di OSAS in età pediatrica. In 
questo scenario è importante investigare bambini con OSAS per 
valutare se il quadro clinico e le sequele a lungo termine del disturbo 
possano essere correlate alla diversa espressione di specifici geni con 
conseguente attivazione di diverse vie infiammatorie e metaboliche. 
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INTRODUZIONE e SCOPO 
Gli obiettivi dello studio sono esaminare i cambiamenti globali nei 
profili di espressione genica nei bambini con OSAS e di individuare la 
signature genetica che caratterizza i  pazienti con OSAS. Il 
raggiungimento di questi obiettivi permetterà di comprendere 
maggiormente la pato-fisiologia del disturbo e delle sue sequele. 
 
L’obiettivo primario dello studio: 
- Verificare i cambiamenti quantitativi e qualitativi dei profili di 
espressione genica  in bambini con OSAS 
- Valutazione i cambiamenti dell'attivazione dei pathways cellulari in 
bambini con OSAS 
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PAZIENTI E METODI 
Disegno dello studio 
Si tratta di uno studio monocentrico esplorativo sui tessuti umani in 
vitro rappresentati da sangue venoso periferico (4 ml). Lo studio 
prevede il confronto di due gruppi di pazienti afferenti alla 
Pneumologia Pediatrica dell’ Unità Operativa di Pediatria 
Specialistica del Dipartimento Attività integrata per la salute della 
donna, del bambino e dell’adolescente Azienda Ospedaliero – 
Universitaria di Bologna Policlinico Sant’Orsola – Malpighi diretta da 
Prof. A. Pession. 
La suddivisione nei due gruppi di pazienti avverrà dopo 
somministrazione di Sleep clinical score (SCS), questionario che 
European Respiratory Society (ERS) ritiene strumento efficace di 
screening per i disturbi respiratori nel sonno. 
- Gruppo A: pazienti con SCS positivo per OSAS (SCS ≥ 6,25), che 
proseguiranno l’iter diagnostico-terapeutico con l’esecuzione di PSG 
in regime di ricovero presso il Reparto di Pediatria Specialistica-UO 
pediatria Pession,  
- Gruppo B (controlli) pazienti con SCS negativo per OSAS (SCS < 
6,25)  
Lo studio prevede la valutazione a livello di ogni singolo paziente di 
campioni ematici. 
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Popolazione dello studio 
I pazienti del gruppo A e del gruppo B saranno arruolati in maniera 
progressiva.  
Criteri di inclusione (gruppo A) 
Sono eleggibili allo studio i pazienti che soddisfano tutti i seguenti 
criteri: 
- SCS positivo per OSAS  
- età  3-18 anni 
-  consenso informato scritto 
Criteri di inclusione (gruppo B)-controlli 
Sono eleggibili allo studio i pazienti che soddisfano tutti i seguenti 
criteri: 
- SCS negativo per OSAS 
- età 3-18 anni 
- consenso informato scritto 
Criteri di esclusione gruppo A e gruppo B 
Non sono eleggibili allo studio i pazienti che presentano almeno uno 
dei seguenti criteri: 
- patologie croniche  
- pazienti obesi 
- terapie farmacologiche in corso 
- sindromi o anomalie cranio-facciali  
- infezioni nelle 8 settimane precedenti  
 
Criteri di esclusione (solo gruppo B) 
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- Pazienti candidati ad AT nell’ambito del normale percorso 
assistenziale 
Polisonnografia 
Lo studio gold standard per diagnosticare i disturbi respiratori nel 
sonno in età pediatrica è la polisonnografia [8]. I casi popolazione 
oggetto di studio sono stati pertanto sottoposti a tale esame presso il 
Reparto di Pediatria Specialistica dell’UO-Pediatria. 
La polisonnografia consiste  nella registrazione contemporanea e in 
continuo durante la notte di parametri funzionali atti a definire gli 
eventi cardiorespiratori, in relazione alle varie fasi del sonno. Per 
poter essere considerata attendibile, la polisonnografia abbreviata 
dovrebbe durare almeno due ore ed includere almeno una fase REM 
stabile (almeno il 15% della durata del sonno).  
Parametri registrati durante il sonno 
 Flusso oro-nasale: Esso viene misurato per valutare l’adeguatezza 
della ventilazione, la presenza di apnee centrali od ostruttive e per 
stabilirne la gravità. Sono attualmente disponibili numerose metodiche 
per la sua misurazione. Una misura quantitativa della riduzione di 
flusso oro-nasale viene realizzata mediante lo pneumotacografo; esso 
richiede tuttavia l’uso di una maschera facciale che rende tale 
metodica poco tollerabile dal paziente pediatrico e pertanto poco 
utilizzata. Dispositivi meno invasivi sono, invece, il termistore e la 
cannula nasale. Il termistore, posto in prossimità di ciascuna narice e 
della bocca, è in grado di rilevare alterazioni di temperatura associate 
alla respirazione; risulta tuttavia impreciso ed incapace di riconoscere 
gli episodi di parziale ostruzione delle vie aeree con riduzione del tidal 
  13 
volume (ipopnee). Negli ultimi anni, un crescente numero di studi ha 
mostrato come la nasocannula (trasduttore di pressione nasale) sia 
capace di migliorare la valutazione dei disturbi respiratori 
identificando gli eventi ostruttivi parziali, apnee ed ipopnee, non 
identificati dal solo termistore. Essa è costituita da un sensore a 
tubicino che deve essere posizionato nelle narici e connesso ad un 
trasduttore di pressione capace di individuare i cambiamenti di 
pressione inspiratori ed espiratori. Risulta ben tollerata in età 
pediatrica e le sue limitazioni sono dovute al fatto che la respirazione 
orale, tanto frequente nel bambino, rende il segnale da essa registrato 
poco interpretabile. In ogni caso, al fine di non sovrastimare la 
diagnosi, si raccomanda di valutare gli eventi respiratori individuati 
dalla cannula nasale in relazione ad altri parametri concomitanti o a 
desaturazioni o ad arousal [9]. 
Movimento toracico e addominale e valutazione dello sforzo 
respiratorio: Il metodo più accurato per la valutazione quantitativa 
dello sforzo respiratorio è rappresentato dalla registrazione della 
pressione endoesofagea mediante sondino a palloncino. Essa risulta, 
tuttavia, in età pediatrica, poco confortevole e capace di indurre una 
frammentazione del sonno. Una misurazione semi-quantitativa del 
flusso d’aria e del tidal volume può essere inoltre registrata mediante 
pletismografia a induttanza. Essa permette, mediante l’utilizzo di due 
fasce, una toracica ed una addominale, di identificare le escursioni 
respiratorie permettendo di derivare il volume ed il flusso respiratori, 
al fine di individuare apnee ostruttive, ipopnee o apnee centrali [8]. 
Saturazione d’ossigeno: La metodica standard per la valutazione non 
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invasiva continua della saturazione arteriosa di ossigeno è 
rappresentata da un pulse-ossimetro dotato di sistemi di filtraggio 
degli artefatti da movimento. La sonda viene posizionata sul dito o sul 
piede (nei bambini più piccoli). Un altro metodo è quello transcutaneo 
(PtcO2) che risulta tuttavia non adatto per il monitoraggio del 
comportamento dell’O2 in quanto la trasformazione dei dati della 
PtcO2 è troppo lenta per seguire i rapidi cambiamenti della 
saturazione associati alle apnee; inoltre la temperatura della sonda 
richiede, al fine di evitare lesioni cutanee, continui spostamenti [10]. 
Valutazione della CO2: Il valore medio di plateau di CO2 a fine 
espirazione (end tidal CO2) rappresenta una buona misura della CO2 
alveolare e, di conseguenza, di quella arteriosa. Essa è utile nella 
valutazione delle apnee e delle ipoventilazioni, necessitando tuttavia 
una continua vigilanza del corretto posizionamento della sonda del 
capnografo. Nei bambini più piccoli, nei quali può risultare difficile il 
mantenimento di un catetere nasale, può essere utilizzato un sistema di 
monitoraggio transcutaneo della CO2 (PtcCO2). Essa risente dei 
medesimi limiti tecnici della PtcO2. É raccomandato descrivere il tipo 
di metodica utilizzata, annotare il massimo valore di CO2 registrato e 
realizzare un istogramma dei valori di CO2 ottenuti durante l'esame 
[11-12]. 
Elettroencefalogramma: L’elettroencefalografia è una tecnica 
mediante la quale è possibile registrare dal cuoio capelluto l’attività 
elettrica cerebrale spontanea, a riposo. Tale registrazione è effettuata 
derivando, tramite elettrodi applicati su vari punti prestabiliti del 
cranio, le variazioni di potenziale elettrico degli elementi nervosi, 
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opportunamente amplificate. Le informazioni provenienti dall’EEG 
vengono utilizzate prevalentemente per la differenziazione dei vari 
stadi del sonno, nonostante la registrazione continua durante la notte 
possa dare utili informazioni su integrità e sviluppo del sistema 
nervoso centrale. La stadiazione del sonno è stata standardizzata per 
l’uso di un monitoraggio ridotto attraverso elettrodi applicati in 
posizione centrale paramediana (C3-C4), regione occipitale (O1-O2) e 
registrazioni referenziali con un elettrodo considerato indifferente 
applicato alla mastoide (A1-A2) secondo il sistema internazionale 10-
20.  
Elettrooculogramma: L’elettrooculogramma è usato per individuare i 
movimenti degli occhi utili alla stadiazione del sonno. La sua 
registrazione si basa sulla differenza di potenziale esistente tra cornea 
(positiva) e retina (negativa). Per la registrazione dei movimenti 
oculari sono necessari due elettrodi (E1, E2): uno dovrebbe essere 
posizionato 0,5 cm sopra e lateralmente al canto esterno di un occhio 
ed un altro 0,5 cm sotto e lateralmente al canto esterno dell'altro 
occhio. Sia i movimenti oculari verticali che quelli laterali possono 
essere riconosciuti mediante elettrodi referenziali a livello mastoideo 
(M1, M2). E1-M2 designato come L-EOG ( Left Eye) e E2-M2 come 
R-EOG (Right Eye) [13]. 
Elettromiogramma L’elettromiografia fornisce utili informazioni per 
la stadiazione del sonno e per la valutazione delle risposte arousal e 
dei movimenti. La registrazione viene effettuata mediante elettrodi di 
superficie, applicati in corrispondenza del muscolo da esaminare. 
Benché l’attività elettromiografica durante il sonno possa essere 
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registrata da qualsiasi gruppo di muscoli scheletrici, è ormai prassi 
consolidata utilizzare i muscoli submentonieri per valutare il tono 
muscolare. L’EMG viene registrata da derivazioni bipolari fra 
elettrodi posti su muscoli submentonieri (miloioideo). 
Elettrocardiogramma L’attività cardiaca viene monitorata per valutare 
frequenza e ritmo cardiaco, pertanto viene utilizzata una sola 
derivazione registrata mediante due elettrodi in sede precordiale. La 
derivazione ECG della polisonnografia fornisce unicamente 
informazioni di massima sull’attività cardiaca, non consentendo di 
trarre conclusioni cliniche su eventuali patologie di pertinenza 
cardiologica. Sono considerate bradicardie le riduzioni della frequenza 
cardiaca > 30% e di una durata maggiore di 5s, in relazione alla 
frequenza cardiaca del sonno ad onde lente. Esse si possono verificare 
in concomitanza ad apnee ostruttive, aritmie cardiache primitive 
dovute a difetti di conduzione e reflusso gastroesofageo. Le 
tachicardie sono, invece, incrementi della frequenza cardiaca > 30% e 
di una durata maggiore di 10 s, in relazione alla frequenza cardiaca del 
sonno ad onde lente. 
Monitoraggio audio e video Essi sono importanti componenti dello 
studio in quanto possono fornire utili informazioni riguardo a disturbi 
del sonno, russamento, sforzi respiratori. e per escludere eventuali 
artefatti o alcuni eventi particolari quali, ad esempio, convulsioni. Il 
video può essere utilizzato per discriminare tra veglia e stadio 1 del 
sonno e per una corretta valutazione degli arousals [14].  
La registrazione audio, ottenuta mediante un microfono posto in area 
sovrasternale, permette di avere informazioni aggiuntive sul grado e 
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sul tipo di russamento, anche se, in letteratura, non è riportata una 
correlazione tra indici rilevati al microfono e gravità del disturbo 
respiratorio [15]. 
Sensore di posizione Le informazioni riguardo la posizione corporea 
assunta durante il sonno sono importanti in particolare nei pazienti in 
cui la severità dell'ostruzione delle vie aeree superiori può influire 
sulla posizione corporea. Nei bambini, al contrario che negli adulti, la 
posizione supina permette di mantenere una maggiore pervietà delle 
vie aeree [16]. L’interpretazione dei dati polisonnogrfici e la 
conseguente refertazione devono essere eseguite mediante stadiazione 
manuale da parte del medico esperto; non sono ritenute sufficienti ed 
attendibili diagnosi basate sullo score automatico degli eventi da parte 
del polisonnigrafo. Importante valutare quella che è la stadiazione del 
sonno. La stadiazione del sonno viene effettuata in maniera simile 
all’adulto in bambini con età superiore ai 6 mesi; speciali criteri 
devono essere invece utilizzati per studiare il sonno nei neonati e nei 
lattanti inferiori a 6 mesi di vita [17].  
I parametri importanti studiati attraverso la polisonnografia sono  [8]: 
Apnee centrali: assenza di movimenti della parete toracica ed 
addominale associata ad un’interruzione del flusso nasale/orale. Esse 
possono essere osservate come reperto occasionale, soprattutto in fase 
REM, in bambini di tutte le età; in genere esse sono della durata 
inferiore a 20 secondi e spesso successive ad un movimento corporeo. 
Le apnee centrali non possono essere considerate nella norma bensì 
patologiche se, a prescindere dalla loro durata, sono associate a 
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desaturazioni > 4% e a bradicardie e il loro verificarsi sia maggiore di 
3 episodi per ora di sonno. 
Apnee ostruttive: esse sono l’interruzione del flusso aereo oronasale 
dovuta ad una completa o parziale ostruzione a livello delle alte vie 
aeree, associata a sforzo respiratorio esagerato che esita in un 
movimento paradosso della gabbia toracica e dell’addome. Pochi 
secondi dopo l’apnea, che ha una durata media di 10-20 secondi, si 
osserva una caduta della SpO2, più pronunciata nel lattante e più 
tardiva nel bambino più grande e nell’adolescente. La fine dell’apnea 
è spesso accompagnata da russamento e respiro rumoroso. In pochi 
secondi la SpO2 risale ed il sonno continua. Normalmente i bambini 
non hanno eventi di questo genere durante il sonno; per questo 
motivo, la presenza di almeno un’apnea ostruttiva (indipendente dalla 
durata) per ora di registrazione è da considerarsi non fisiologica in età 
pediatrica 
Ipopnee: esse sono la riduzione di almeno il 50% dell’ampiezza del 
segnale del flusso oronasale della durata di almeno due cicli 
respiratori ed è spesso associata ad arousals (microrisvegli) o 
ipossiemia (desaturazioni >4%). Esse sono definite ostruttive se 
associate a movimenti in opposizione di fase di torace ded addome o 
centrali se si riscontra una riduzione in fase degli stessi segnali.  
Indice d’apnea che sta ad indicare il numero di eventi ostruttivi per ora 
di sonno. Un indice di apnea ostruttiva >1 è da considerarsi non 
fisiologico in età pediatrica. IDR o Indice d’apnea + ipopnea o indice 
di disturbo respiratorio: indica il numero di eventi apnoici di qualsiasi 
natura + ipopnee per ora di sonno. Un indice  IDR > 1,3 eventi/ora è 
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da considerarsi non fisiologico per l'età pediatrica. Attraverso l'analisi 
di questo indice si può quantificare la gravità di OSAS in: OSAS 
minima (IDR  tra 1-3 e/o la presenza di russamento continuo per 
almeno il 50% del sonno associata a desaturazioni di O2 superiori al 
4% e con Sat O2 media > 97%), OSAS lieve (IDR tra 3-5 e  Sat O2 
media > 97%), OSAS moderata  (IDR tra 5-10 e  Sat O2 media > 
95%) e OSAS severa (IDR > 10 e  Sat O2 media < 95%).  
La saturazione di O2: il valore medio normalmente è maggiore del 
94%. Una saturazione media inferiore al 94% ma maggiore del 90% è 
da considerarsi francamente patologica. In questi casi, è importante 
valutare anche il tempo assoluto e la percentuale passata nei vari range 
di saturazione. La saturazione minima (SaO2 nadir) non deve essere 
inferiore al 93% nei maschi e al 94% nelle femmine. Normalmente 
desaturazioni >4% sono infrequenti nei bambini sani e qualora 
presenti non superano i 2 episodi per ora di sonno: per questo motivo, 
un numero di desaturazioni >2/h risulta patologico in età pediatrica 
L’arousal: consiste in un episodio, della durata di almeno 3 secondi, di 
brusco aumento nella frequenza elettroencefalografia, accompagnato 
da un incremento in ampiezza dell’attività muscolare submentoniera; 
esso si verifica durante il sonno REM. Alcuni gruppi hanno adattato la 
definizione relativa all’adulto al bambino, riducendo la durata dei 
cambiamenti nel segnale EEG ad 1 secondo ed introducendo alcune 
variazioni nei parametri di scoring, considerando i processi di 
maturazione dell’attività bioelettrica cerebrale. Nei bambini più 
piccoli si può considerare arousal un’attività ritmica con frequenze 
superiori ai 16 Hz, mentre nei bambini più grandi anche una sequenza 
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di attività α (8-13 Hz) può essere considerata arousal. In età pediatrica 
più potenti stimoli di arousal sono rappresentati da un aumento delle 
resistenze delle alte vie e dall’ipercapnia. 
 
Indagini sui tessuti umani in vitro 
Estrazione RNA 
L’RNA è stato estratto mediante il kit RNA easy Mini Kit 
(Qiagen,Milano Italia) a partire da 200 ìl di sangue periferico a cui 
sono stati addizionati 20 ìl di Proteinasi K e 180 ìl  di buffer di lisi. Il 
lisato è stato omogenizzato mediante 5 passaggi in una siringa con ago 
da 20 Gauge ed è stato centrifugato per tre minuti alla massima 
velocità. Al sovra-natante vengono aggiunti 200 ìl di etanolo al 70% e 
il tutto è trasferito su colonnina e centrifugato a 10.000 rpm. Si 
procede con vari step di lavaggio, con l’aggiunta di 700 ìl di buffer 
RW1 e 500 ìl di buffer RPE (quest’ultimo viene aggiunto per 2 volte 
consecutive) centrifugando di volta in volta. Si trasferisce la colonnina 
in una nuova provetta e si aggiungono 30ìl di acqua RNasi-free e si 
centrifuga per un minuto alla massima velocità per l’eluizione 
dell’RNA. 
La concentrazione è stata determinata mediante lettura allo 
spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 260 nm.  
 
Analisi del profilo di espressione genica  
Il profilo di espressione genica è stato valutato utilizzando i chip 
Human Transcriptome Arrays (HTA) di Affymetrix (Santa Clara, 
CA), che contiene più di 6 milioni di probe corrispondenti a più di 285 
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mila trascritti full lenght. L’RNA totale estratto dal sangue periferico è 
stato marcato utilizzando il WT Plus Reagent Kit, che prevede la 
retrotrascrizione a cDNA dell’RNA poli-A + e non-poli-A con primer 
contenenti la sequenza del promotore T7. Alla sintesi del cDNA a 
doppio filamento segue quindi la trascrizione in vitro a cRNA 
utilizzando la T7 RNA polimerasi e la successiva risintesi del cDNA a 
singolo filamento che viene quindi frammentato e marcato con 
nucleotidi coniugati alla biotina e ibridato ai chip. L’ibridazione 
overnight è seguita da una fase di staining dei campioni ibridati al chip 
con Streptavidina-Ficoeritrina, il cui segnale fluorescente viene letto 
dallo scanner laser, che genera in output un file di intensità di 
fluorescenza (CEL file).  
L'analisi dei dati di espressione genica e' stata effettuata applicando un 
workflow costruito ad hoc e che prevede esclusivamente l'utilizzo di 
strumenti bioinformatici open source. Nel dettaglio: i dati grezzi 
prodotti (CEL file) sono stati caricati all'interno dell'ambiente R e 
sottoposti ad una fase preliminare di sottrazione del segnale di 
backgruond, normalizzazione e riduzione delle singole probe in probe 
set mediante il metodo RMA (Robust Multi-Array Average). 
Successivamente sono stati eliminati i probe set che presentavano una 
bassa variabilità tra i campioni, in particolare e' stata calcolata la 
differenza interquartile (IQR) e sono stati filtrati quelli con IQR 
inferiore al decimo percentile dell'IQR globale. Inoltre sono stati 
eliminati tutti i probe set con livello di espressione inferiore a 5 in piu' 
di 2 campioni. Il data set cosi' filtrato e' stato analizzato per mettere in 
luce la differenza di espressione tra casi e controlli. A questo scopo e' 
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stato calcolato un moderated t-statistic per campioni non accoppiati 
utilizzando le funzioni lmFit e eBayes del pacchetto limma (R-
bioconductor) e considerando come soglia di significatività p-value < 
0.05. I probe set differenzialmente espressi (corrispondenti ai rispettivi 
geni) sono stati classificati come overespressi (logFC>1) o 
downregolati (logFC<1). Successivamente e' stata effettuata un'analisi 
di Gene Ontology Terms enrichment mediante WEB-based GEne SeT 
AnaLysis Toolkit (http://www.webgestalt.org/option.php) e mediante 
Gene Set Enrichment Analysis () utilizzando il gene set di riferimento 
C2 che corrisponde al database MsigDB curato manualmente 
(http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/collections.jsp). 
 
Visite e valutazioni 
Lo schema delle visite e delle valutazioni vengono riassunto di seguito 
Tabella 1. 
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RISULTATI 
Questo studio monocentrico esplorativo sui tessuti umani della durata 
di 3 anni, ha avuto inizio nel gennaio 2014, e si è concluso a dicembre 
2016. E’ stato approvato dal Comitato Etico dell’Azienda 
Ospedaliero-Universitaria S.Orsola-Malpighi. 
 
POPOLAZIONE STUDIATA 
La popolazione in studio risulta essere costituita da pazienti del 
gruppo A e del gruppo B che sono stati arruolati in maniera 
progressiva. La popolazione in studio risulta essere costituita da 6 
pazienti per il gruppo A e 6 per il gruppo B. Le due popolazioni sono 
sovrapponibili per età, sesso ed etnia. 
 
ANALISI DI ESPRESSIONE GENICA 
La comparazione dell'espressione genica nei due gruppi di pazienti ha 
evidenziato come particolari geni risultino espressi in maniera 
significativamente differente tra casi e controlli. In particolare 
numerosi  geni risultano essere espressi in maniera significativamente 
aumentata nei casi rispetto ai controlli. I geni che presentano una 
maggiore significatività risultano essere L5RA, PDK4, CLC, HRH4, 
IL1Rl (Tabella 2). 
 
ANALISI DEI PATHWAYS CELLULARI 
L'analisi dell'attivazione dei pathways cellulari ha evidenziato 
un'attivazione statisticamente significativa nei casi rispetto ai controlli 
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di pathways cellulari quali la risposta infiammatoria, la chemiotassi, la 
risposta immunitaria e la risposta allo stress (tabella 3). 
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Capitolo 3 
Analisi critica dei risultati 
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DISCUSSIONE 
Questo studio evidenzia il ruolo centrale che l’infiammazione presenta 
nella Sindrome delle apnee ostruttive. Studi su popolazioni adulti e su 
modelli animali hanno evidenziato che i ricorrenti episodi di ipossia e 
la frammentazione del studio, che caratterizzano la condizione, 
risultano nell’attivazione dell’espressione genica e di cascate cellulari 
con importanti effetti sul sistema cardiovascolare, neurocognitivo e 
metabolica [18]. Lo spettro clinico del disturbo è eterogeneo e 
comprende manifestazioni neuro-comportamentali (iperattività, deficit 
dell'attenzione, sonnolenza diurna, ADHD, aumento dell’aggressività, 
alterazione della perfomance scolastica), cardiovascolari (aumento 
della pressione arteriosa, disfunzione del compartimento cardiaco 
sinistro e/o destro) ed alterazioni della crescita. Dalla letteratura 
emerge come OSAS debba essere considerato un disordine 
infiammatorio cronico con aumentato stress ossidativo che determina 
le sequele a lungo termine sopramenzionate. A livello locale l’ossido 
nitrico nasale, un marker dell’infiammazione delle vie aeree, è elevato 
nei pazienti con OSAS rispetto ai controlli sani [19]. I livelli di H2O2 
nei campioni mattutini di respiro condensato nei pazienti con OSAS 
presentano livelli elevati, segno di stress ossidativo [20]. I livelli serici 
di citochine pro-infiammatorie quali TNF-α, IL-6 e IL-8 sono 
maggiori nei pazienti con  OSAS [21], mentre i livelli di citochine 
regolatorie, come IL-10, risultano essere ridotti e correlano con la 
gravità di OSAS [22]. Ulteriore segno di stato pro-infiammatorio del 
disordine é lo switch Th17/Treg verso una predominanza Th17 in 
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OSAS, in particolare il Th17/Treg ratio correla con la severità del 
disordine e dopo l’adenotonsillectomia tale indice si ribalta con 
riduzione dei livelli serici di citochine infiammatorie [23].  Fattori 
genetici hanno un ruolo importante, in particolare un polimorfismo a 
singolo nucleotide nel regione codificante del gene TNF-α (308A) 
SNP appare essere significativamente associato a OSAS [24].  
Alterazioni epigenetiche in OSAS sono per esempio l’aumento dei 
livelli di metilazione della regione del promotore del gene FOXP3, 
che ha un ruolo cruciale nello sviluppo delle cellule T regolatorie [25]. 
E’ stato postulato che l’induzione di cascate infiamamtorie associate 
ad aumento dello stress ossidativo abbiano un ruolo importante nella 
genesi delle complicanze a lungo termine del disturbo [21]. In questo 
scenario è importante investigare bambini con OSAS per valutare se il 
quadro clinico e le sequele a lungo termine del disturbo possano 
essere correlate alla diversa espressione di specifici geni con 
conseguente attivazione di diverse vie infiammatorie e metaboliche. Il 
nostro studio ha evidenziato l’espressione significativamente 
aumentata nei casi rispetto ai controlli di particolari geni connessi con 
la risposta immunitaria e/o l’infiammazione e l’attivazione di specifici  
pathways cellulari come la risposta infiammatoria, la chemiotassi, la 
risposta immunitaria e la risposta allo stress. In dettaglio le 
caratteristiche dei principali geni che risultano essere sovra-espressi 
nei pazienti OSAS. 
Gene Subunità alfa del recettore per l’interleuchina 5 
La subunità alfa del recettore per l’interleuchina 5 (IL5RA), anche 
conosciuta come CD125 (Cluster of Differentiation 125) è una sbunità 
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del recettore dell’intereleuchina 5. Il gene codifica per una proteina 
facente parte del recettore che  risulta composto da specifici ligandi 
[26]. La subunità alfa del recettore per l’interluchina 5 interagisce con: 
- Interleuchina 5  [27-29] 
- Janus kinase 2 [30] 
- Protein unc-119 homolog,[31]  
- SDCBP [32] 
IL-5Rα  è esclusivamente espresso dagli eosinofili, dai basofili e dai 
precursori delle cellule B [33]. IL-5 e la porzione intracellulare di IL-
5Rα sono associate con Janus kinase (JAK) 2, una tirosina chinasi che 
è essenziale nel meccanismo di trasduzione del segnale di IL-5 [34]. 
Come descritto dalla tabella 4  [35] IL-5Rα  risulta essere necessario 
nella differenziazione eosinofilica e presenta un ruolo importante in 
patologie quali asma, eczema, poliposi nasale, rinocongiuntivite [36-
40]. 
PDK4: Piruvato deidrogenasi lipoamide chinasi isoenzima 4 
La Piruvato deidrogenasi lipoamide chinasi isoenzima 4 (PDK4) è un 
enzima codificato dal gene PDK4 gene [41-42]. Questo gene è un 
membro della famiglia delle protein chinasi PDK/BCKDK e codifica 
per una proteina mitocondriale con un dominio istadino-chinasi. Tale 
proteina è localizzata nella matrice dei mitocondri e inibisce il 
complesso piruvato chinasico fosforilando una delle sue subnità e 
riducendo la conversione del piruvato, che è prodotto dall’ossidazione 
del glucosio e degli aminoacidi, a acetil-CoA; inoltre contribuisce alla 
regolazione del metabolismo del glucosio. L’espressione di questo 
gene è regolata dai glucocorticoidi, dall’acido retinoico e dall’insulina. 
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L’espressione di PDK4 è aumentata nell’ibernazione e aiuta a 
diminuire il metabolismo e a conservare il glucosio riducendo la 
conversione ad acetyl-CoA [43]. La proteina matura codificata dal 
gene  PDK4 gene contiene 294 aminoacidi nella sua sequenza, due 
catene polipeptidiche costituiscono insieme una conformazione aperta. 
In specifico le due subnità formano un “pacchetto legante un 
nucleotide” e tale pacchetto e spesso il target per gli inibitori [44]. Il 
complesso della piruvato deidrogenasi deve essere altamente regolato 
sulla base del suo ruolo centrale nel metabolismo.  All’interno del 
complesso ci sono tre residui di serina sulla  componente E1che sono 
siti di fosforilazione; questa fosforilazione inattiva il complesso. Negli 
umani ci sono quattro isoenzimi di piruvato deidrogenasi che 
mostrano di fosforilare questi tre siti PDK1, PDK2, PDK3, and PDK4.  
PDK4 non incorpora i gruppi fosfati per gli eventi catalitici, perchè 
possono essere fosforilati i siti 1 e 2; questa quota di fosforilazione  è 
minore di PDK1, uguale a PDK3, e maggiore di PDK2 [45]. Come 
regolatori primari di step cruciali di pathways metabolici, la famiglia 
delle piruvato chinasi è strettamente regolato da svariati fattori tra cui 
i fattori di trascrizione Sp1 e CBF. L’acido retinoico aumenta la 
trascrizione di PDK4 reclutando cofattori per il promotore del PDK4. 
Il processo di trascrizione è inoltre aumentato dall’inibizione 
dell’istone acetiltransferasi [46]. Rosiglitazone, a thiazolidinedione 
attivano i pathways di biosintesi del glicerolo, aumentando la 
trascrizione del PDK4 nel tessuto adiposo [47]. Rapidi dimagrimenti 
inducono un aumento della trascizione di PDK4 [48].  Il recettore 
Farnesoid X, insulina sono modulatori negativi dell’espressione di 
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PDK4 [49-50]. PDK4 ricopre un ruolo importante in svariate 
condizioni cliniche; PDK4 è sovraespresso nel muscolo scheletrico nel 
diabete di tipo 2 [51]. Nei pazienti post-obesi è presente una 
significativa diminuzione dell’espressione di PDK4 [52]. L’esercizio 
fisico e l’ipossia aumentano l’espressione di questo gene [53,54,55]. 
PDK4 sembra abbia un ruolo nel promuovere l’oncogenesi [56-57]. 
HRH4: Il recettore H4 
Il recettore H4 è un recettore dell'istamina, un membro della 
superfamiglia dei recettori accoppiati a proteine G.[58-60] 
Distribuzione nei tessuti 
Il recettore H4 è altamente espresso nel midollo osseo e sui leucociti, 
e nei modelli sperimentali su topi di pleurite indotta da zymosan, 
regola il rilascio dei neutrofili dal midollo osseo e la loro successiva 
infiltrazione [61]. È espresso anche in colon, fegato, polmoni, 
intestino tenue, milza, testicoli, timo, tonsille e trachea [62]. Il 
recettore dell'istamina H4 ha dimostrato di essere coinvolto nella 
mediazione del cambiamento di forma degli eosinofili e nella 
chemiotassi dei mastociti [63]. Quest'ultima avviene tramite la 
subunità βγ agente presso la fosfolipasi C, causando la 
polimerizzazione dell'actina e infine la chemiotassi. La struttura 3D 
del recettore H4 non è stata ancora definita a causa delle difficoltà 
relative alla cristallizzazione dei recettori accoppiati a proteine G. 
Sono stati fatti alcuni tentativi di sviluppo di modelli strutturali del 
recettore H4 per scopi diversi. Il primo modello di recettore H4 [64] è 
stato costruito da modellazioni omologhe basate sulla struttura 
cristallina della rodopsina bovina.[65] Questo modello è stato 
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utilizzato per l'interpretazione dei dati sulla mutagenesi sito-diretta, 
che hanno rivelato l'importanza cruciale dei residui Asp94 (3.32) e 
Glu182 (5.46) nell'attivazione del recettore H4 e nei suoi legami coi 
ligandi. Un secondo modello strutturale del recettore H4 basato sulla 
rodopsina è stato utilizzato con successo per l'identificazione di nuovi 
ligandi di H4 [66] I recenti progressi nella cristallizzazione, e in 
particolare la determinazione del complesso del recettore dell'istamina 
umana H1 con la doxepina [67] probabilmente aumenteranno la 
qualità dei nuovi modelli strutturali del recettore H4. Come potenziale 
terapeutico inibendo il recettore H4 si possono trattare asma e allergie. 
[68]. L'antagonista altamente selettivo di H4 VUF-6002 è attivo per 
via orale e inibisce l'attività sia dei mastociti che degli eosinofili in 
vivo [69] ed ha effetti antinfiammatori [70]. 
CLC4: Chemochina (C-C motif) ligando 4 
La Chemochina (C-C motif) ligando 4 (CCL4) è una proteina 
codificata dal gene CCL4 [71]. CCL4 è una chemochina con 
specificità per i recettori CCR5. Stimola la chemiotassi delle cellule 
natural killer, monociti e svariate altre cellule immunitarie [72]. La 
proteina ha un ruolo cruciale nella risposta immunitaria in corso di 
infezione e nell’infiammzione, infatti attiva i granulociti (neutrofili, 
eosinofili e basofili [73]. Inoltre induce il rilascio di altri fattori pro 
infiammatori come IL-1, IL-6 and TNF-α da parte dei fibroblasti e dei 
macrofagi [74].  
IL1Rl: recettore dell’interleuchina 1 
Il recettore dell’interleuchina 1,è una proteina codificata dal gene 
IL1RL1 [75-76]. IL1RL1 è un membro della famiglia dei Toll-like e 
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svolge il suo ruolo proinfiammatorio attivando MAP chinasi [77]. La 
proteina presenta due isoforme ed è direttamente implicata nella 
progressione della malattia cardiaca. Quando il miocardio viene 
danneggiato il gene IL1RL1 viene upregolato, con aumento del livello 
circolante di proteina [78]. Il ligando della proteina è IL-33, 
interleuchina che presenta un effetto cardioprotettivo. L’aumento di 
livelli della proteina IL1RL1, satura il ligando IL-33 con conseguente  
impossibilità di espletamento della sau funzione protettiva. Come 
risultato il cuore è maggiormente soggetto a stress, in presenza di alti 
livelli di IL1RL1.  
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CONCLUSIONI 
Il nostro studio ha evidenziato una up-regulation di geni pro-
infiammatori nei casi affetti da OSAS rispetto ai controlli sani. Questa 
espressione aumentata induce un'attivazione di pathways cellulari 
specifici quali la risposta infiammatoria nel suo complesso e nelle sue 
componenti più specifiche come la chemiotassi. I nostri risultati 
confermano come si debba considerare OSAS come un “low-grade 
inflammatory disease”, condizione che comporta una comorbidità 
sistemica rilevante (metabolica, cardiovascolare e neuro-
comportamentale), data la robusta relazione tra lo stato pro-
infiammatorio e le sequele sistemiche a lungo termine. Limite del 
nostro studio risulta essere la scarsa numerosità del campione in 
oggetto. 
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Tabella 1: schema visite/valutazioni 
 
 
 
 
 
 
 
Numero della visita Visita  selezione Ricovero 
Consenso Informato X  
SCS X  
Storia clinica X  
Criteri di incl./escl. X  
Esame Obiettivo X  X 
Terapie concomitanti in atto X X 
Raccolta campioni ematici  X 
Polisonnografia  X 
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Tabella 2: Risultati di analisi di espressione genica 
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Pathway FDR q-value Enrichment 
inflammatory response 1,84E-008 6,1 
taxis 0,000000136 7,04 
defense response 0,000000145 3,64 
chemotaxis 0,000000193 7,07 
cytokine-mediated signaling 
pathway 
0,0000234 4,76 
chemokine-mediated signaling 
pathway 
0,0000421 13,53 
immune system process 0,00012 2,51 
regulation of immune system 
process 
0,000168 2,73 
regulation of leukocyte 
chemotaxis 
0,000188 10,47 
response to stress 0,000292 2,04 
cell chemotaxis 0,000418 7,04 
regulation of chemotaxis 0,000592 6,76 
immune response 0,00677 2,72 
regulation of granulocyte 
chemotaxis 
0,00747 14,62 
regulation of defense response 0,00818 3,06 
myeloid leukocyte migration 0,00826 8,14 
  0,00918 9,99 
mononuclear cell migration 0,00965 13,53 
 
Tabella 3: Risultati di analisi del pathways cellulari 
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Tabella 4: Differenzione eosinofilica in colture midollari [35] 
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Figura 1: proteina codificata dal gene IL5RA 
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Figura 2: proteina codificata dal gene PDK4 
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Figura 3: proteina codificata dal gene CLC4 
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